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基础 研究 


微小 RNA-34a 通 过 靶 向 CD44 调 节 膀 腾 癌 细胞 J82 周期 
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摘要 :目的 观察 微小 RNA-34a(miR-34a) 对 膀胱 癌 细 胞 J82 周 


期 的 影响 ,并 探索 其 中 的 机 制 。 方 法 于 J82 中 转 染 miR-34a 前 体 


或 miR-34a 抑 制 物 并 验证 转 染 效 率 , 结 合 此 前 研究 报道 和 生物 信息 学 预测 miR-34a 的 靶 点 ,后 通过 区 光 素 酶 报告 实验 验证 
miR-34a 靶 标 基 因 CD44, 通 过 Western blot 和 实时 定量 PCR 方 法 检测 CD44 及 其 周期 相关 和 蛋白 及 信使 RNA 表达 水 平 的 变化 , 利 
用 流 式 细 胞 仪 检测 膀胱 癌 细 胞 J82 周 期 的 变化 。 结 果 miR-34a 在 膀胱 癌 细 胞 J82 和 组 织 中 表达 下 调 , 转 染 miR-34a 前 体 和 抑制 
物 后 ,获得 满意 的 转 染 效 果 ; 双 荧光 素 酶 报告 实验 证 实 miR-34a 对 CD44 的 3'UTR 活 性 显著 调节 ,并 伴随 相关 周期 相关 因子 表达 
水 平 变化 ,同时 观测 到 其 对 膀胱 癌 细 胞 J82 周 期 的 影响 。miR-34a mimics 明 显 降低 膀胱 癌 细 胞 J82 中 CD44 的 表达 ,miR-34a 
inhibitor 明 显 上 调 膀 胱 癌 细 胞 J82 中 CD44 的 表达 ;CD44 可 以 部 分 回复 mir-34a 对 膀胱 癌 细 胞 J82 周期 的 影响 。 结 论 微小 


RNA-34a 通过 直接 对 向 CD44 调 节 膀 胱 癌 细 胞 J82 周 期 的 变化 。 
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MicroRNA-34a regulates cell cycle by targeting CD44 in human bladder carcinoma cells 
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Abstract: Objective To investigate the role of microRNA-34a (miR-34a) in regulating the cell cycles of bladder cancer cell line 


J82 and explore the underlying mechanism. Methods J82 cells were transfected with a miR-34a mimic or an inhibitor to induce 
miR-34a overexpression or silencing. The RNA level of miR-34a in the transfected cells was detected by real-time PCR, and 
CD44 expressions at the mRNA and protein levels were detected by real-time PCR and Western blotting. Luciferase reporter 


assay was used to detect the activation of 3'UTR of CD44, and flow cytometry was performed to analyze the cell cycle changes. 
Results The expression level of miR-34a was significantly increased and CD44 expression significantly lowered in cells 


transfected with miR-34a mimic; miR-34a inhibitor transfection caused reverse effects on miR-34a and CD44 expressions. 
MiR-34a mimics downregulated while miR-34a inhibitor enhanced the activation of 3'UTR of CD44 with corresponding 


changes in the expressions of some cell cycle-related proteins. MiR-34a mimics and miR-34a inhibitor induced opposite 
changes in J82 cell cycle, which were partly reversed by CD44. Conclusion MiRNA-34a regulates cell cycles by targeting CD44 


in human bladder carcinoma cell line J82. 
Key words: miR-34a; CD44; cell cycle; bladder cancer 


膀胱 癌 作 为 泌尿 系 重大 疾病 和 三 大 泌尿 系 肿瘤 疾 
病 之 一 ,中 国人 群 泌尿 系 肿瘤 中 其 发 病 率 占 第 一 位 , 随 
着 诊疗 技术 和 发 展 和 人 们 经 济 水 平 的 提高 , 越 来 越 多 的 
膀胱 瘤 可 以 得 到 诊断 和 治疗 ,但 近年 来 , 随 着 膀胱 癌 的 
诊断 治疗 的 局 限 性 日 趋 凸显 ,需要 新 的 治疗 方法 和 理念 
来 改善 现状 "”。 微 小 RNAs(miRNAs) 作 为 一 类 非 编码 
单 链 小 RNAs, 广 泛 存 在 于 人 体 各 组 织 脏 器 中 ,其 可 通 
过 在 转录 水 平 影响 其 靶 基 因 信使 RNA 的 稳定 性 或 者 转 
录 后 水 平抑 制 翻译 从 而 调控 靶 基 因 的 表达 水 平 , 并 通过 
这 个 机 制 影 响 细胞 的 相应 的 生物 学 行为 ,近年 研究 发 
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现 ,miRNA 在 人 类 肿瘤 .胚胎 发 育 及 代谢 类 等 多 种 疾病 
中 都 扮演 着 重要 作用 ”5。 微 小 RNA-34a (miR-34a) 是 
miR-34 家 族 中 的 一 员 ,miR-34a 参 与 调控 多 种 恶性 肿 
瘤 的 发 生发 展 “9 ,但 在 调控 膀胱 癌 细 胞 周期 中 还 不 十 
分 清楚 ,有 待 进一步 研究 。 本 研究 利用 miR-34a 模 拟 物 
及 抑制 物 作为 工具 ,以 人 膀胱 癌 细 胞 J82 作为 模型 , 旨 在 
研究 miR-34a 对 膀胱 癌 细 胞 周期 调节 的 影响 ,并 探讨 其 
机 制 。 


1 材料 与 方法 
1.1 细胞 与 实验 试剂 

膀胱 癌 细 胞 J82 购 自 中 科 院 上 海 细 胞 库 。 用 含 
10% 胎 牛 血清 的 1640 培 养 基 常 规 培 养 于 $% CO2,37 °C 
培养 箱 中 。 
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台 牛 血清 DMEM We， A 
南京 凯 基 生物 有 限 公 司 ; 转 染 试剂 Lipofectamine2000、 
逆转 录 试 剂 及 死 光 定量 PCR we W A SH Invitrogen; 
miR-34a 模 拟 物 (mimics) 抑制 物 (inhibitor) 及 miR-34a 
荧光 定量 PCR 检测 引物 由 广州 锐 博 生物 科技 公司 设计 
并 合成 。 表 面 业 附 分 子 CD44,CDK4,CDK6, CyclinD1, 
CyclinD3 及 抗 GAPDH 抗 体 购 自 美国 CST。 双 荧光 素 
酶 报告 基因 试剂 盒 购 自 美国 Promega。 
1.2 实验 分 组 

将 膀胱 癌 细 胞 J82 根据 不 同 处 理 因素 分 别 分 组 ,其 
中 转 染 miR-34a 模 拟 物 为 过 表达 组 ,相应 转 染 miR-34a 
抑制 物 为 低 表 达 组 , 转 染 无 意 序列 的 为 阴性 对 照 组 。 按 
照 Lipofectamine2000 试 剂 说 明 书 常规 转 染 ,方法 简 述 
如 下 :将 20 pmol 的 microRNA 及 6 册 脂 质 体 分 别 稀释 
于 250 册 L 无 血清 培养 基 , 室温 静 置 5 min AAR, 
再 室温 静 置 10 min 后 均 与 加 入 各 组 培养 板 中 ,使 
microRNA 的 终 浓度 为 10 nmolL, 温 箱 培养 6h 后 换 为 
完全 培养 基 常 规 培 养 48 h 行 后 续 实验 。 
1.3 实时 荧光 定量 PCR(Realtime-qPCR) 

收集 各 组 转 染 48 h 后 的 J82 细胞 ,Trizol 一 步 法 提 
取 其 中 总 RNA ,常规 逆转 录 合 成 cDNA, 利 用 Realtime- 
qPCR 试剂 盒 PCR 扩 增 ,ABI7300 检 测 并 分 析 细 胞 中 
miR-34a 的 表达 水 平 。 
1.4 双 荧 光 素 酶 报告 基因 实验 

将 J82 细 胞 以 1x107 孔 密度 接种 于 24 和 孔 板 ,第 
当 细 胞 约 70% 融 合 时 ,利用 Lipofectamine 2000 Koes 
ALAA CD44 HY) 3'UTR 的 奖 光 素 酶 质粒 和 miR-34a 模 
拟 物 或 抑制 物 ,常规 培养 48 h 后 ,按照 双 荧 光 素 酶 报告 
基因 检测 试剂 盒 (Promega) 在 多 功能 酶 标 仪 上 测定 并 
分 析 。 
1.5 蛋白 免疫 印迹 (Western blot) 实 验 

收集 转 染 处 理 48 bh 后 的 J82 细 胞 ,加 入 适量 RIPA 
裂解 液 ,获取 细胞 总 蛋白 液 ,加 入 适量 SDS 上 样 缓冲 液 
100 % 水 浴 解 除 蛋白 交 联 。 各 组 蛋白 样品 行 聚 丙烯 酰 
胺 癣 胶 电 泳 ,PVDF 膜 转 膜 并 用 脱脂 奶粉 封闭 2 h, 然 后 
UIE LS CC 过 夜 及 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 二 抗 
室温 1 h 后 化 学 发 光 法 显影 ,检测 细胞 中 CD44,CDK6， 
CyclinD1,CyclinD3 及 CPTIA 的 表达 情况 ,以 GAPDH 
作为 内 参 。 
1.6 周期 实验 

按照 上 述 实验 分 组 转 染 细胞 ,48 h 后 收集 各 组 细 
胞 ,分 别 计数 5x10', 加 入 预 冷 70% 乙 醇 ,于 4 固定 过 
夜 , 或 -20 CC 长 期 固定 ,离心 收集 细胞 ,以 1 mL 的 PBS 
洗 细 胞 一 次 ,加 入 500 uL PBS 4% 50 pg/mL 省 化 乙 锭 
(PI) ,100 pg/mL RNase A, 0.2% Triton X-100, 4 °CH¥ 
FORE 30 min , 流 式 细胞 仪 检测 分 析 , 实 验 重复 3 次 。 


1.7 统计 学 方法 

用 SPSS18.0 统 计 学 软件 进行 统计 分 析 。 实 验 数据 
以 均 数 + 标准 差 表 示 ,组 间 比 较 采 用 :检验 。Px0.05 为 
差异 有 统计 学 意义 。 


结果 

2.1 miR-34a 在 膀胱 癌 细 胞 系 J82 和 膀胱 癌 组 
达 及 在 J82 中 过 表达 和 抑制 miR-34a 表 达 
通过 运用 实时 定量 PCR 在 膀胱 癌 组 织 和 细胞 系 中 
检测 miR-34a 的 表达 ,发 现 miR-34a 在 膀胱 癌 细 胞 系 
J82 和 膀胱 癌 组 织 中 处 于 低 表 达 水 平 ,J82 P fk Ye 
miR-34a mimics 可 显 着 升 高 J82 细胞 中 的 miR-34a 水 
平 ,mimics 组 比 阴 性 对 照 组 ,P<0.05; 而 转 染 miR-34a 
inhibitor 可 明显 抑制 J82 细胞 中 的 miR-34a 水 平 ， 
inhibitor 组 比 阴性 对 照 组 (P<0.05, 图 1)。 
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Fig.1 Real-time PCR detection of miR-34a expression in 
bladder cancer tissues and J82 cells (A) and in J82 cells 
transfected with miR-34a mimics (B) and miR-34a 
inhibitor (C). 
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2.2 miR-34a 可 影响 膀胱 癌 细 胞 J]82 周期 ,主要 表现 为 S 
期 的 变化 

通过 在 膀胱 癌 细 胞 J82 中 分 别 转 染 miR-34a- 
mimics,miR-34a-inhibitor 和 相对 应 的 阴性 对 照 , 转 染 
了 miR-34a-mimics 后 S 期 细胞 相对 转 染 了 阴性 对 照 
(33.24% ) 比例 降低 ,降低 为 16.11% (2A) , 转 染 了 
miR-34a-inhibitor 后 S 期 细胞 相对 转 染 了 阴性 对 照 
(33.90%) 比 例 升 高 , 升 高 为 44.52%, 通 过 实验 重复 后 进 


行 统计 学 分 析 , 具 有 显 着 差异 性 ,P<0.05( 图 2B)。 通 过 
免疫 印迹 技术 检测 miR-34a 对 J82 细 胞 中 CD44 表 达 的 
影响 ,结果 提示 : 随 着 miR-34a-mimics 成 功 转 染 入 细胞 
中 ,CD44 的 表达 下 降 , 随 着 miR-34a-inhibitor 成 功 转 染 
入 细胞 中 ,CD44 的 表达 升 高 ,这 表明 miR-34a 在 J82 细 
胞 中 可 影响 CD44 的 表达 水 平 进而 产生 相应 的 细胞 生 
物 学 行为 的 改变 (图 2C)。 

2.3 miR-34a 对 CD44 的 3'UTR 活 性 的 影响 
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2 J82 细 胞 周期 的 变化 检测 及 CD44 表 达 水 平 的 改变 检测 


Fig.2 Flow cytometry for detecting cell cycle changes in J82 cells transfected with miR-34a mimics (A) and miR-34a 
inhibitor (B) and Western blotting for detecting their effects on CD44 expression (C). 


生物 信息 学 网 站 分 析 及 相关 文献 报道 提示 CD44 
可 以 作为 miR-34a 的 潜在 对 点 ,因此 通过 双 灾 光 素 酶 报 
告 基因 实验 证 实 miR-34a X} CD44 野生 型 的 3'UTR 活 
性 的 作用 。miR-34a mimics 可 使 CD44 的 3'UTR 活 性 降 
低 约 33%(P<0.05), 而 miR-34a inhibitor 可 使 CD44 野 
生 型 的 3”UTR 活 性 升 高 近 1.26 倍 (P<0.05, 图 3)。 
2.4 miR-34a 对 周期 相关 蛋白 的 影响 

通过 在 膀胱 癌 细 胞 J82 中 成 功 转 染 miR-34a- 
mimics 后 ,用 免疫 印迹 技术 检测 细胞 周期 相关 和 蛋白 的 
变化 ,我 们 发 现 miR-34a-mimics 转 染 组 相对 于 阴性 对 
照 组 CyclinD1,CyclinD3,CDK4 和 CDK6 的 表达 水 平 
均 有 所 下 降 , 同 时 用 事实 定量 PCR 技术 进行 表达 验证 ， 
得 到 同样 的 结论 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05)。 这 说 明 


miR-34a 可 以 通过 部 分 影响 细胞 周期 相关 蛋白 的 变化 ， 
进而 表现 出 对 膀胱 癌 细 胞 J82 细 胞 周期 的 影响 (图 4)。 
2.5 miR-34a 诱 导 J82 周期 变化 通过 靶 向 CD44 来 实现 

通过 RNA 干扰 技术 ,J82 细胞 中 当 CD44 被 干扰 
后 ,细胞 周期 发 生 了 显 着 的 变化 ,主要 表现 为 $S 期 的 缩 
减 ,S$ 期 细胞 比例 降低 为 19.68%, 而 联合 转 染 CD44 和 
miR-34a-mimics 后 发 现 $ 期 细胞 比例 为 26.88% ,相对 
转 染 CD44 和 阴性 对 照 组 S 期 细胞 比例 为 52.21% 有 和 较 
大 下 降 , 但 是 较 单 独 转 染 miR-34a-mimics S 期 细胞 比 
例 为 16.11% 又 有 显 着 地 上 升 , 说 明 CD44 可 以 部 分 回复 
miR-34a 对 膀胱 癌 细 胞 周期 的 影响 (图 5$) , 综 上 所 述 ， 
miR-34a 影 响 膀胱 癌 细 胞 J82 的 细胞 周期 的 变化 是 通过 
靶 向 CD44 来 实现 的 。 
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图 3 荧光 素 酶 报道 实验 J82 细 胞 中 检测 mir-34a 对 CD44 野 生 型 及 突变 型 3 端 非 编 码 区 活性 的 影响 
Fig.3 Luciferase reporter assay for detecting the activation of 3'UTR of CD44 in J82 cells transfected with 
miR-34a mimics (A) and miR-34a inhibitor (B). **P<0.05 vs NC group. 

i a on al 3UTR 区 域 ,在 转录 后 水 平抑 制 其 靶 基 因 的 表达 ,或 者 
CADH q 促进 该 mRNA 降解 ,参与 了 多 种 人 类 疾病 如 炎症 ， 
的 发 生发 展 及 豚 胎 发 育 器 官 形成 等 多 种 病理 生理 学 

程 。miR-34a 作 为 miR-34 家 族 其 中 的 一 员 

CDK6 ai 种 恶性 疾病 中 如 前 列 腺 癌 , 肾 癌 , 膀 胱 癌 , 乳 腺 癌 等 多 种 

恶性 肿瘤 中 异常 表达 "”" ,通过 调控 CD44、PTEN.、 

on 0 <i TP53 NOTCHI .CDK6 及 BCL2 等 凋 亡 细胞 周期 相关 
基因 参与 肿瘤 的 发 生发 展 *”。 

CyclinD3 s “nee 但 miR-34a 在 膀胱 癌 细 胞 中 调节 细胞 周期 的 变化 

目前 还 不 十 分 清楚 ,为 了 进一步 丰富 膀胱 癌 发 生发 展 的 

> 分 子 生物 学 理论 。 我 们 在 膀胱 癌 组 织 和 细胞 系 ]82 中 

CDK4 CDK6 CyclinD1 CyclinD3 gerd 对 miða 的 基础 表达 进行 实 时 定量 PCR 检测 2 , 结 吉 果 表 

Z "| | ae | HH mir-34a 在 膀胱 癌 组 织 中 呈现 出 普遍 性 低 表 达 , 同 时 

E 相对 于 膀胱 正常 细胞 系 SV-HUC-1 细胞 J82 中 mir-34a 

E g g 图 是 低 表 达 的 ,从 上 述 结果 表明 了 mir-34a 在 膀胱 癌 的 发 

E 生发 展 中 起 着 重要 的 调节 功能 。 我 们 通过 在 膀胱 癌 细 

at = 胞 中 调节 miR-34a 的 表达 ,通过 免疫 印迹 技术 检测 干预 

miR-34a 表达 后 CD44 和 细胞 周期 相关 和 蛋白 的 表达 变 

N 化 ,发 现 CD44 蛋 白 的 表达 水 平 与 miR-34a 的 表达 量 呈 

F 负 相 关 , 信 使 RNA 水 平 基本 上 无 变化 ,此 外 细胞 周期 相 


图 4 在 J82 细 胞 中 过 表达 mir-34a 后 检测 细胞 周期 相关 蛋白 
的 表达 变化 

Fig.4 Western blotting (A) and qPCR (B) for detecting changes 
in the expression levels of some cycle-related proteins in J82 
transfected with miR-34a mimics and miR-34a inhibitor. 


3 讨论 
此 前 研究 表明 ,miRNAs 作 为 小 分 子 非 编 码 RNA， 
大 小 在 18~22nt 之 间 ,可 结合 于 其 靶 基 因 mRNA 的 


X Æ H CDK4, CDK6, CyclinD1 和 CyclinD1 随 着 
miR-34a 在 J82 中 过 表达 后 表达 量 均 呈 下 降 趋势 , 旦 细 
胞 周期 各 期 细胞 比例 均 出 现 了 较 大 的 变化 ,表现 为 期 
比例 在 减少 。 这 些 结果 说 明了 miR-34a 是 在 转录 后 水 
平 调节 CD44 的 表达 ,并 可 通过 一 系列 复杂 的 调控 方式 
影响 了 细胞 周期 相关 蛋白 的 表达 变化 从 而 宏观 的 表现 
出 细胞 周期 的 改变 。 我 们 知道 ,任何 细胞 生物 学 行为 的 
改变 都 有 与 之 相关 的 基因 的 蛋白 表达 水 平 的 变化 ,于 是 
我 们 在 后 续 通 过 RNA 干 扰 去 除 CD44 的 表达 发 现 ， 
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图 5 检测 J82 细 胞 在 CD44 表 达 抑制 后 及 共 转 染 mir-34a-mimics 和 CD44 质粒 后 细 


胞 的 周期 变化 


Fig.5 Flow cytometry for analyzing cell cycle changes in J82 cells with CD44 


downregulation and with CD44 and mir-34a co-transfection. 


CD44 被 显 着 去 除 内 源 性 表达 后 ,J82 细 胞 S 期 比例 下 
降 。 我 们 在 J82 细 胞 中 共 转 染 miR-34a-mimics 和 CD44 
质粒 ,分 别 相 对 应 共 转 染 miR-34a-mimics 和 NC,J82 细 
胞 S 期 比例 有 所 增加 ,这 些 结果 表明 CD44 可 以 在 膀胱 
癌 细 胞 J82 中 做 为 调节 细胞 周期 的 因子 之 一 ,同时 说 明 
CD44 可 以 部 分 回复 miR-34a 对 周期 调节 的 影响 。 
CD44 在 调节 J82 细 胞 周期 的 同时 ,其 表达 水 平 与 细胞 
周期 相关 和 蛋白 表达 水 平 也 呈现 出 一 个 正 相 关 关 系 ,呈现 
出 一 个 复杂 的 网 络 调节 关系 ,具体 相互 调节 机 制 有 符 更 
加 深入 的 研究 。 

CD44 是 一 个 表面 粘 附 分 子 ,并 可 以 作为 膀胱 癌 和 
前 列 腺 癌 的 肿瘤 标志 物 ”* ,一 般 认为 其 在 人 类 多 数 恶 
性 肿瘤 的 增殖 和 分 化 过 程 中 起 到 重要 的 调控 作用 。 
CD44 表 达 增 加 可 促进 肿瘤 细胞 的 增殖 和 转移 同时 抑制 
其 分 化 潜能 ,相反 CD44 的 表达 下 降 可 抑制 细胞 周期 进 
程 同时 促进 祖 细胞 向 成 熟 细 胞 分 化 。 既 往 已 有 研究 报 
道 miR-34a 可 结合 在 CD44 的 3 非 编 码 区 ,参与 其 转录 
后 调控 ,我 们 的 荧光 素 酶 报告 实验 和 免疫 印迹 结果 也 证 
实 了 miR-34a 可 以 调控 CD44 的 蛋白 表达 。 

综 上 所 述 , 我 们 的 研究 发 现 , 在 人 膀胱 癌 细 胞 中 过 
表达 miR-34a, 可 以 降低 CD44 的 表达 水 平 ,而 低 表 达 
miR-34a 可 抑制 上 述 过程 。 我 们 通过 Western blot 验 证 
了 miR-34a 对 CD44 和 蛋白 水 平 的 影响 ,通过 流 式 细胞 术 


证 实 miR-34a 通 过 调控 CD44 的 表达 影响 膀胱 癌 细 胞 
J82 周期 的 变化 ,证 明了 miRNA-34a 是 通过 直接 靶 向 
CD44 对 膀胱 癌 细 胞 周期 的 影响 。 
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